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略語一覧	
	
ABCA1 ATP-binding cassette transporter A-1 ICAM-1 intercellular adhesion molecule-1 
ACAT-1 acyl-CoA:cholesterol acyltransferase-1 IL-6 interleukin-6 
ACE angiotensin-converting enzyme LPS lipopolysaccharide 
ACS acute coronary syndrome MACE major adverse cardiovascular event 
AngII angiotensin II MARCO macrophage receptor with  
collagenous structure 
ApoE apolipoprotein E MCP-1 monocyte chemotactic protein-1 
AUR area under curve M-CSF macrophage colony stimulating factor 
BSA bovine serum albumin MMP matrix metalloproteinase 
CAD coronary artery disease Mo monocyte 
CD36 cluster of differentiation 36 MΦ macrophage 
CD68 cluster of differentiation 68 MRC-1 mannose receptor C type 1 
CE cholesterol ester NF-κB nuclear factor-κB 
COX-2 cyclooxygenase-2 oxLDL oxidized low-density lipoprotein 
CRP C-reactive protein PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 
EC endothelial cell PBS phosphate buffered saline 
ECM extracellular matrix PPAR-γ peroxisome proliferator-activated receptor-γ 
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay ROC receiver operating characteristics 
EPA eicosapentaenoic acid ROS reactive oxygen species 
ERK extracellular signal-regulated kinase RT-PCR reverse transcription polymerase chain reaction 
FBS fetal bovine serum SDS sodium dodecyl sulfate 
FC free cholesterol SMA smooth muscle actin 
FGF fibroblast growth factor SmBM smooth muscle cell basal medium 
GAPDH glyceraldehyde-3-dehydrogenase TIMP tissue inhibitor of metalloproteinase 
HASMC human aortic smooth muscle cell TNF-α tumor necrosis factor-α 
HDL high-density lipoprotein TSG-6 tumor necrosis factor stimulated gene-6 
HEC human endothelial cell VCAM-1 vascular adhesion molecule-1 
HMDM human monocyte-derived macrophage VSMC vascular smooth muscle cell 
HUVEC human umbilical vein endothelial cell   
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要	 旨	
 
	 Tumor necrosis factor-stimulated gene-6 (TSG-6) は、抗炎症作用を持つ糖タンパク質
で、ラット動脈傷害後の新生内膜に局在することが分かっていたが、動脈硬化形成に
対する作用は未だ報告されていなかった。故に本研究は、TSG-6 の動脈硬化抑制作用
を解明するため、ヒト血管内皮細胞	(HEC)、ヒト単球由来マクロファージ (HMDM)、
ヒト大動脈平滑筋細胞 (HASMC) に対する作用を in vitro で、動脈硬化モデルの ApoE
欠損マウスにおける動脈硬化病変の進展に対する作用を in vivo で検討した。更に、
冠動脈疾患 (CAD) 患者の冠動脈病変と血漿中におけるTSG-6発現レベルを解析した。 
	 TSG-6 の発現は、in vitro ではヒト単球では認められなかったが HMDM、HASMC、
HEC では認められ、in vivo では ApoE 欠損マウスにおける大動脈の動脈硬化病変内の
マクロファージ集簇部位とワイヤー傷害後の左大腿動脈の新生内膜肥厚部の平滑筋
細胞増殖部位に一致して認められた。In vitro の実験で、TSG-6 は HEC の増殖を抑制
し、Lipopolysaccharide (LPS) 誘導性の炎症性サイトカインや接着分子(Monocyte 
chemotactic protein-1 [MCP-1]、Intercellular adhesion molecule-1 [ICAM-1]、Vascular cell 
adhesion molecule-1 [VCAM-1]) の発現も抑制した。HMDM において炎症性フェノタ
イプへの分化と Tumor necrosis factor-α (TNF-α) 分泌を抑制し、酸化 Low-density 
lipoprotein (LDL) による泡沫化を抑制した。HASMC の遊走および増殖を抑制し、
Collagen-1 および Collagen-3 の発現を増強させた。In vivo の実験で、TSG-6 を 17 週齢
の ApoE 欠損マウスに 4 週間投与すると大動脈における動脈硬化病変が減少し、プラ
ーク内の炎症とマクロファージの浸潤も抑制し、Collagen 線維を増加させていた。ま
た、CAD 患者では冠動脈病変内の線維性被膜 (Fibrous cap) に強発現し、血漿 TSG-6
濃度も健常者に比べ増加していた。 
	 以上から、TSG-6 は動脈硬化病変の進展を抑制するとともに、プラークの進展を抑
え安定化させるために反応性に発現が増えていたと考えられた。故に、TSG-6 は動脈
硬化に対するバイオマーカーや治療薬としての可能性を有し、CAD 等の動脈硬化性
疾患に対する新たな治療戦略へ貢献出来ることが期待される。 
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緒	 言 
 
	 動脈硬化は、血管壁の障害に対する慢性炎症により惹起され、複合的に形成される
病態である [1]。血管内皮細胞 (EC) に炎症が起こると、Interleukin-6 (IL-6) や MCP-1
といった炎症性サイトカインが分泌され、更には ICAM-1、VCAM-1、E-selectin 等の
接着因子の発現を誘導し、単球の内膜との接着および内膜下への遊走を促進させる 
[1]。単球由来マクロファージ (MΦ) は TNF-α、IL-6、酸化 LDL などの炎症性メディ
エーターの有無により M1 或は M2 フェノタイプに分化し、それぞれ炎症促進または
抑制に関与している [2]。酸化 LDL による MΦの泡沫化は、細胞質内にコレステロー
ルエステルの蓄積が過剰になると引き起こされる。高コレステロール血症により生成
された過剰な酸化 LDL により、MΦの細胞膜に存在する酸化 LDL を取り込む受容体
Cluster of differentiation 36 (CD36) とコレステロールの細胞外搬出に関わる
ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1)、細胞内コレステロールエステル化酵素の
Acyl-CoA:cholesterol acyltransferase-1 (ACAT1) 等の泡沫化関連タンパク質の発現バラ
ンスが崩れた際にコレステロールエステルの過剰蓄積が起こる [3, 4]。これにより形
成された泡沫細胞が集簇すると共に、血管平滑筋細胞 (VSMC) や EC が過剰に増殖
し、血管平滑筋細胞から細胞外マトリックス (ECM) すなわち Collagen、Fibronectin、
Elastin、Matrix metalloproteinase (MMP)、Tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMP) を
合成することで動脈硬化病変は形成されていく [1, 5] (図 1)。 
	 TSG-6 は、抗炎症作用を持つ 35 kDa の糖タンパク質であり、関節炎、心筋梗塞、
脳梗塞等の病態に関して抑制的に働くことが報告されてきた [6–9]。TSG-6 は、平常
時にはほとんど発現していないが、炎症性刺激に伴い速やかに各種細胞にて発現が亢
進する [6, 10–12]。TSG-6 の作用としては、白血球の血管内膜との接着と内膜下への
遊走の抑制 [13, 14]、Toll-like receptor-2 / Nuclear factor-κB (NF-κB) のシグナルの抑制
等が知られており [15, 16]、更には、ラットの腸骨動脈傷害後の新生内膜やウサギの
頸動脈プラークおよびヒト腹部大動脈瘤に TSG-6 が発現していることが報告されて
いる [17–19]。しかし、動脈硬化病変の形成に対する TSG-6 の直接作用については未
だ報告されていなかった為、本研究ではこれを明らかにすることにした。 
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目	 的	
 
	 本研究では、TSG-6 のヒト血管内皮細胞 (HEC) の炎症反応に対する制御作用、ヒ
ト単球由来 MΦ  (HMDM) の泡沫化に対する抑制作用、ヒト大動脈平滑筋細胞 
(HASMC) の遊走・増殖、ECM 産生に対する作用を検討し、動脈硬化モデルである
ApoE 欠損マウスの動脈硬化病変の進展を抑制することを実証することにした。更に
CAD 患者における冠動脈病変内と血漿中の TSG-6 発現レベルを解析し、動脈硬化の
進展との関連性を解明しようとした。 
 
 
 
           
 
 
 
図 1.	動脈硬化形成のメカニズム  
ABCA1: ATP-binding cassette transporter A1, ACAT1: acyl-CoA:cholesterol acyltransferase-1, CD36: 
cluster of differentiation 36, CE: cholesterol ester, EC: endothelial cell, ECM: extracellular matrix, 
ICAM-1: intercellular adhesion molecule-1, IL-6: interleukin-6, MCP-1: monocyte chemotactic protein-1, 
M-CSF: macrophage colony‐stimulating factor, Mo: monocyte, MΦ: macrophage, ROS: reactive oxygen 
species, VCAM-1: vascular cell adhesion molecule-1, VSMC: vascular smooth muscle cell. 
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図 2.	ヒト TSG-6 のアミノ酸配列  
	 ヒト TSG-6 は、全長 277 個アミノ酸からなり、 N 末端に 17 個アミノ酸のシグナル
ペプチドを含んでいる。ヒト TSG-6 は、齧歯類 TSG-6 と 94%以上の相同性を示して
いる [6]。 
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方	 法	
 
1. ヒト血液と冠動脈硬化病変のサンプル採集	
	 本臨床研究は、ヘルシンキ宣言に則って行われた。また、昭和大学および東京薬科
大学の倫理委員会の承認を得て施行され、182 名の全被験者からインフォームドコン
セントを得た。緊急カテーテル治療のため昭和大学病院に入院した急性冠症候群 
(ACS) 患者 135 名 (男性 102 名、女性 33 名、年齢 40–96 歳) と、非虚血性心疾患 47
名 (男性 32 名、女性 15 名、年齢 21–79 歳) を対象とし、全例から血液サンプルを得
た。ACS 患者のうち 103 名が急性心筋梗塞、32 名が不安定狭心症である。非虚血性
心疾患群のうち 23 名が健常者、24 名が軽度の高血圧、糖尿病、脂質異常症を有して
いた。感染症や炎症性疾患は血漿 TSG-6 濃度を上昇させる要因であるため [6, 10]、
両疾患罹患者は研究対象から除外した。血漿 TSG-6 濃度の測定は、Human TSG-6 
ELISA Kit (Cusabio Biotech) を用いて行った。 
	 ヒト冠動脈の動脈硬化病変の解析には、国立循環器病研究センターのバイオバンク
より提供されたヒト冠動脈のパラフィン包埋切片を用いた。心筋梗塞の既往歴を有す
る 13 名 (男性 9 名、女性 4 名、年齢 60–87 歳) の冠動脈における狭窄・非狭窄部位、
および冠動脈病変を有さない拡張型心筋症患者 4 名 (男性 4 名、年齢 19–39 歳) の正
常冠動脈において 3–4 µm の連続切片を作製し、各種免疫染色、Hematoxylin-Eosin 染
色、Elastica-Van Gieson 染色、Masson Trichrome 染色を行った。染色には自動染色装
置 BOND-III-TM (Leica Biosystems) が用いられた。 
	 1 次抗体には TSG-6 (LifeSpan BioSciences)、von Willebrand factor、CD68、α-SMA 
(DAKO) に対する特異抗体を用いた。2 次抗体として検出キットの Bond Polymer 
Refine Detection (DS9800, Leica Biosystems) を用いた。反応条件は、Post primary 8 分、
Polymer 8 分、DAB 10 分、Hematoxylin 5 分とした。 Masson Trichrome 染色は Collagen
線維を染色するために行われた [20, 21]。 
 
2. ヒト単球初代培養 
	 東京薬科大学の倫理委員会の承認を得て、披験者からインフォームドコンセントを
得た上で実施された。健常者20名 (男性10名、女性10名、年齢20–24歳) から採血し、
ヒト末梢単核球を分離した。その後 CD14 マイクロビーズ抗体 (Miltenyi Biotec) に
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より単球を調製し、3.5 cm径ディッシュに1 × 106 cells/1 mLになるように播種した 
[20–26]。細胞は37°C、5% CO2条件下で培養した。培地は、RPMI-1640培地 (Sigma) に
ヒト血清を10 %、Streptomycin 0.05 mg/mL、Penicillin 50 U/mLになるように溶解した
ものを用い、TSG-6を各濃度 (0–200 ng/mL) で添加した。3日毎に各濃度のTSG-6を含
む培地を交換し、計7日間培養した後、Cholesterol Esterification AssayとWestern Blotting
に用いた。 
	  
3. Cholesterol	Esterification	Assay	
	 ヒト単球を10 %ヒト血清含有RPMI-1640培地で7日間培養し、分化したHMDMに各
濃度 (0–200 ng/mL) のTSG-6と50 µg/mLの酸化LDL、100 µmol/Lの[3H]オレイン酸を添
加し、更に19時間培養した [20, 21, 24–26]。細胞内から抽出した脂質を薄層クロマト
グラフィーにより分離し、コレステロールエステル分画部の[3H]標識されたオレイン
酸コレステロールの放射活性を測定することで、HMDMにおける泡沫化の程度を評価
した。 
 
4. Enzyme-Linked	Immunosorbent	Assay	(ELISA)	
	 ヒト単球を10%ヒト血清含有RPMI-1640培地で7日間培養して分化させたHMDMを
無血清培地に300 ng/mLのTSG-6を添加或は無添加の条件で26時間培養した。その後、
培養上清を回収し、IL-6とTNF-αの濃度をELISA kit (R&D Systems) を用いて測定した
[20, 27]。 
 
5. 細胞遊走アッセイ 
	 HASMC (Lonza) の培養には、SmGM-2 培地 (SmBM＋5% Fetal bovine serum [FBS], 
0.1% Epidermal growth factor [EGF], 0.2% Fibroblast growth factor [FGF], 0.1% Insulin, 
0.1% Gentamicin-Amphotericin B 混合液) を使用した。 
	 7–8 継代目の HASMC を 8 well カルチャースライドに 3 × 103 cells/200 µL になるよ
うに播種し、37°C、5% CO2 の条件下で 3–5 時間インキュベートした。その後、無血
清 SmBM 培地に置換し、アンジオテンシン II (AngII; Sigma) 500 nmol/L と TSG-6 300 
ng/mL を添加して 15 時間、10 分毎に撮影した。ランダムに 10 個の細胞を選定し、最
後の 5 時間分の移動距離の総和を求めた。撮影には HS オールインワン蛍光顕微鏡
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BIOREVO BZ-9000 (Keyence) を用いた [20, 21, 24–30]。 
 
6. 細胞増殖アッセイ 
	 HASMCとEA.hy926 (HEC) についてWST-8法により細胞増殖を評価した。8–9継代
目の細胞を96 wellプレートに播種し、24時間培養後、TSG-6を各濃度で添加して48時
間培養し、その後SF試薬 (Nacalai Tesque) 10 µLを加えて1時間反応させ、マイクロプ
レートリーダー (Tecan) を用い波長450 nmにおける吸光度を測定した [20, 21, 24–
30]。 
 
7. Western	Blotting	  
	 HMDM、HASMC、ヒト臍帯静脈内皮細胞 (HUVEC) の細胞溶解液20 µgにおいて、
10% Sodium dodecyl sulfate	(SDS) ポリアクリルアミドゲル電気泳動	(PAGE) を行っ
た後にWestern Blottingにて各種タンパク質発現を検討した。1次抗体は、TSG-6 
(ProteinTech Group)、CD36 (R&D Systems)、CD68、ACAT1 (Santa Cruz Biotechnology)、
ABCA1、Collagen-1 (Novus Biologicals)、Collagen-3、Fibronectin、JNK、 α-tubulin、
MMP-2 (GeneTex)、MMP-9 (Eno-Gene)、TIMP-2 (Abbiotec)、Elastin、MARCO (Bioss)、
MRC1 (LifeSpan BioSciences)、Phosphoinositide 3-kinase (PI3K)、Raf-1 (Abcam)、c-Src 
(Bioworld Technology)、Phosphorylated ERK1/2 (Cell Signaling Technology)、NF-κB (Aviva 
Systems Biology)、β-actin (Sigma) に対する特異抗体を用い、2次抗体には各々に適し
た抗体を使用した [20, 21, 24–30]。 
 
8. ザイモグラフィー 
	 MMP-2とMMP-9の酵素活性をゼラチンザイモグラフィーキット (Cosmo Bio) を用
いて検討した [19, 24, 25]。方法として、HASMCの培養上清 (15 µg/5 µL) をサンプル
調整バッファー 5 µLと混合し、0.1%ゼラチン含有ゲルで10%SDS-PAGEを行った。そ
の後、洗浄液で1時間洗浄し、37℃で20時間酵素反応させ、Coomassie Brilliant Blue染
色した [20, 25–28]。 
  
 
 
 10 
9.	Reverse	Transcription-Polymerase	Chain	Reaction	(RT-PCR)	
	 4–7継代目のHUVEC (Lonza) を3.5 cm径ディッシュに播種した後、300 ng/mLの
TSG-6で30分間の前処理を行った後に1 µg/mLのLPS (Sigma) で2時間刺激した。Total 
RNAはHigh Pure RNA Isolation Kit (Roche Diagnostics) を用いて抽出し、High Capacity 
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) を用いてcDNA合成を行った。 
サンプル 50 ng 中の IL-6 、 TNF-α、 MCP-1 、 ICAM-1 、 VCAM-1 、 E-selectin 、
Glyceraldehyde-3-dehydrogenase (GAPDH) の mRNA を GoTaq® Green Master Mix  
(Promega) を用いてPCRにて増幅し [20, 26–30]、2%アガロースゲル電気泳動により検
出した。此処で用いたプライマーの詳細については表1に記載した。 
 
 
表1. RT-PCRに用いたプライマー配列  
 
    Gene 
 
      Primer Sequence (5’→3’) Product Size (bp) 
IL-6 Forward   ATGAACTCCTTCTCCACAAGCGC 628 
 
Reverse   GAAGAGCCCTCAGGCTGGACT 
 
TNF-α Forward 	 CAGAGGGAAGAGTTCCCCAG 325 
 Reverse 	 CCTTGGTCTGGTAGGAGACG  
MCP-1 Forward   CAATAGGAAGATCTCAGTGC 189 
 
Reverse   GTGTTCAAGTCTTCGGAGTT 
 
ICAM-1 Forward   CGACTGGACGACAGGGATTGT 290 
 
Reverse   ATTATGACTGCGGCTGCTACC  
 
VCAM-1 Forward   TCCCTACCATTGAAGATACTGGAAA 146 
 Reverse   GCTGACCAAGACGGTTGTATCTC  
E-selectin Forward   CCTACAAGTCCTCTTGTGCCTTC 206 
 Reverse   ACAGGCGAACTTGCACACA  
GAPDH Forward   ACCACAGTCCATGCCATCAC 451 
 
Reverse   TCCACCACCCTGTTGCTGTA 
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10. 動物実験  
	 本動物実験はNIHの動物実験ガイドラインに則り、東京薬科大学の動物実験委員会
の承認を得て行われた。 
実験１：TSG-6投与による動脈硬化病変進展の検討 
	 日本 SLC 株式会社から購入した 28 匹の雄性 ApoE 欠損マウス  (C57BL/6. 
KOR/StmSlc-Apoeshl mice) を用いた。9週齢のマウスを13週齢まで普通食を与えた後、
高コレステロール食 (F2HFD1; Oriental Yeast) に切り替えた [20, 21, 24–26, 28]。17週
齢でマウスを2群に分け、各々に生食またはTSG-6 (GenWay Biotech) を浸透圧ミニポ
ンプ (Alzet Model 1002; Durect) を用いて4週間投与した [20]。マウスの皮下へのポン
プの植え込みは、麻酔下で迅速に行われ、2週間毎に新しいポンプと入れ替えた。TSG-6
の総投与量は、参考文献から100 µg/匹 (75 ng/kg/分) に設定した [31]。 
	 投与終了の4日前にチオグリコレート2 mLを腹腔内注射し、浸出性MΦを誘導させ
た。血液由来の浸出性MΦは、動脈硬化に関与する単球由来MΦと同じ性質であるた
め、本解析に用いることにした [20, 21, 24, 32]。また、収縮期血圧および拡張期血圧
は、保温器に固定したマウスを無麻酔下でTail-cuff法 (Kent Scientific) にて測定した。 
実験２：TSG-6中和抗体投与による動脈硬化病変進展の検討 
	 日本 SLC 株式会社から購入した 8 匹の雄性 ApoE 欠損マウス (BALB/c. 
KOR/StmSlc-Apoeshl mice) に、13 週齢より高コレステロール食を開始した。17 週齢で
マウスを 2 群に分け、5 匹に生食、3 匹に Anti-TSG-6 antibody (50 µg/匹、R&D Systems) 
を浸透圧ミニポンプ (Alzet Model 1002; Durect) を用いて 4 週間投与した [33]。 
	 17週齢または21週齢時に、4時間絶食後に麻酔下で、浸出性MΦを針生検にて採取
した後、開腹して大静脈から全血を採血してサクリファイスした [20, 21, 24–26]。   
直ちに開胸し心尖部からPBS注入による洗浄、引き続き4%ホルムアルデヒド灌流にて
大動脈を固定した後に心臓付き大動脈を摘出した [20, 21, 24–28]。大動脈に付着して
いる脂肪や結合組織を注意深く取り除いた。また、得られた血液を3000 rpm、15分間
遠心して、血漿のみを分取して測定まで-80℃で保存した。 
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11. 動脈硬化病変の評価 
	 胸腹部の大動脈の展開標本の内腔面と大動脈洞 (弁輪部) の輪切り切片において
Oil red O 染色を行い、動脈硬化病変の面積やプラークサイズを測定した。大動脈弁輪
部においては連続切片を作製して、TSG-6 発現、血管炎症、EC、単球／MΦの浸潤、
血管平滑筋細胞や Collagen 線維の含有量を各々、抗 TSG-6 抗体 (Bioworld Technology)、
抗 Pentraxin-3 抗体 (Bioss)、抗 Podocalyxin 抗体 (Life Technologies)、抗 MOMA-2 抗体
(Millipore)、抗 α-SMA 抗体 (Sigma)、Masson Trichrome (Muto Pure Chemicals) を用い
染色した [20, 21, 24–28]。 
	 特異的に染色された部位を画像編集ソフト Adobe Photoshop を用い当該面積を設定
し、それらの面積を Image J (NIH) にて定量した。 
 
12. マウス浸出性腹腔マクロファージの解析 
	 マウス腹腔より採取した浸出性マクロファージは直ちに、10% FBS 含有 RPMI-1640
培地に懸濁し、3.5 cm 径ディッシュに 2 × 106 cells/1 mL になるよう播種した。37℃、
5% CO2条件下で1時間インキュベートし、接着したマクロファージをPBSで洗浄後、
細胞溶解液を Western Blotting に使用した。Pentraxin-3、MARCO (Bioss)、Arginase-1、
MCP-1、JNK (GeneTex)、COX-2 (Cayman Chemical)、NF-κB (Aviva Systems Biology)、
phosphorylated ERK1/2 (Cell Signaling Technology)、β-actin (Sigma) に対する特異抗体を
用い、各々のタンパク質発現を Western Blotting にて解析した [20, 21, 24]。 
 
13. マウス血液サンプル測定 
	 空腹時血糖および総コレステロールを酵素法 (デンカ生研) 、HDLコレステロール
を沈殿法 (Wako) にて測定した [20, 21, 24–28]。TSG-6とPentraxin-3の濃度は各々の
ELISA Kit (Cusabio Biotech、R&D) を用いて測定した。 
 
14. マウス大腿動脈のワイヤー傷害後の新生内膜肥厚病変の評価		
	 雄性 ApoE 欠損マウス (BALB/c. KOR/StmSlc-Apoeshl mice) に、9 週齢より高コレス
テロール食の負荷を開始した。12 週齢において麻酔下で、左大腿動脈を露出させ、上
下をクランプした間の部位からスプリングガイドワイヤー (直径: 0.014 インチ) を挿
入し、1 分間静置した [27]。その後、ワイヤーを動脈から引き抜き結紮した。15 週齢
 13 
で解剖を行い、両側大腿動脈を PBS で灌流後、4%ホルムアルデヒド灌流にて固定し
た [27]。両側大腿動脈を各々摘出し、脂肪および結合組織を注意深く除去した。ワイ
ヤー傷害した左大腿動脈のパラフィン包埋切片を作製し、Elastica-Van Gieson 染色 
(Muto Pure Chemicals) と抗 TSG-6 抗体 (Bioworld Technology) および抗 α-SMA 抗体 
(Sigma) による免疫染色を行った [33]。 
 
15. 統計解析 
	 統計解析は、Statview-J 5.0 (SAS Institute) を用いて行い、P < 0.05 をもって統計学的
に有意とした。連続変数は平均値 ± 標準誤差 (SEM) で表し、それらの比較には、2
群間においては対応なしの両側 Student t 検定、3 群間以上の場合では一元配置分散分
析 (ANOVA) 後に Bonferroni 検定を行った。割合や比率は%で表し、それらの比較に
はχ2 検定を行った。また、血漿 TSG-6 濃度とその他の要因との相関関係には回帰分
析を行った。 
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結	 果	
	
1. ヒト血管壁細胞における TSG-6 の発現	
	 TSG-6 は、ヒト単球にはほとんど発現が認められなかったが、HMDM、HASMC、
HUVEC には強い発現が認められた (図 3)。 
 
 
	 	 	 	  
 
 
 
 
 
 
 
2. ヒト血管内皮細胞の増殖に対する TSG-6 の作用	
	 通常グルコース濃度条件下 (1.0 mg/mL) では、TSG-6 は 5–300 ng/mL の濃度におい
て EA.hy926 細胞の増殖を有意に抑制した (P < 0.0001、図 4)。顕微鏡写真は、TSG-6
添加にて細胞増殖数が少ないことを示しているが、細胞や核の形態異常が観察されな
いため、細胞数の減少が TSG-6 によるアポトーシスや細胞障害に起因しないことを示
唆している。また、高グルコース濃度条件下 (4.5 mg/mL) においては、300 ng/mL の
濃度の TSG-6 で増殖を大幅に抑制された (P < 0.05、図 4)。これは、高グルコースに
よる内皮障害により TSG-6 の作用が強調されたものと考えられる。 
TSG-6 
β-Actin 
HU
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図 3. 正常ヒト血管壁細胞における TSG-6 の発現  
	 培養ヒト単球、マクロファージ、HASMC、HUVEC の細胞溶解液 (タンパク質
40 µg) において 10% SDS-PAGE を行い、ヒト TSG-6 のタンパク質発現を Western 
Blotting にて解析した。β-actin はローディングコントロールとして用いた。 
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3. ヒト血管内皮細胞における炎症反応に対する TSG-6 の作用	
	 HUVEC において、TSG-6 (300 ng/mL) は単体では IL-6、TNF-α、MCP-1、ICAM-1、
VCAM-1、E-selectin の mRNA 発現には有意な作用を示さなかった (図 5)。TSG-6 は、
LPS 刺激で誘導された MCP-1、ICAM-1、VCAM-1 の mRNA 発現を有意に抑制した(図
5)。しかし、TSG-6 は、LPS 刺激で増加した IL-6、TNF-α、E-selectin の mRNA 発現
に対しては有意な作用を示さなかった (図 5)。 
図 4. ヒト血管内皮細胞の増殖に対する TSG-6 の作用  
	 EA.hy926 細胞を TSG-6 各濃度で刺激し、48 時間後の細胞増殖について WST-8 法
で評価した。EA.hy926 細胞を Hematoxylin-Eosin 染色した（Glc 1.0 mg/mL の条件）。 
Glc 1.0 mg/mL: n = 4、*P < 0.005、†P < 0.0005、‡P < 0.0001 vs. 0 ng/mL of TSG-6  
Glc 4.5 mg/mL: n = 5、#P < 0.01 vs. 0 ng/mL of TSG-6  
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図 5. ヒト血管内皮細胞における炎症反応に対する TSG-6 の作用  
	 HUVEC を TSG-6 (300 ng/mL) で 30 分間前処理し、次いで LPS (1 µg/mL) 存在下で	 	 	 	
2 時間インキュベートした。 IL-6、TNF-α、MCP-1、ICAM-1、VCAM-1、E-selectin および
GAPDH の mRNA 発現レベルを RT-PCR によって測定した。各分子の発現レベルは GAPDH
で補正後、グラフ化した。 
n = 3–4、§P < 0.05、¶P < 0.005 vs. Control、@P < 0.01 vs. LPS 
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4. HMDM の炎症性フェノタイプとサイトカイン産生に対する TSG-6 の作用	
	 ヒト単球を 3–6 日間培養し、単球から MΦへ分化させ、MΦの分化マーカーである
CD68 と炎症性フェノタイプのマーカーの発現を検討した。TSG-6 は単球からマクロ
ファージへの分化 (CD68 発現) には影響を及ぼさなかったが、炎症性 M1 マーカーで
ある MARCO のタンパク質発現を抑制し、抗炎症性 M2 マーカーである MRC1 のタ
ンパク質発現を促進した。また、MARCO の発現に関わる ERK1/2 の発現も抑制して
いた (図 6)。以上から、TSG-6 は MΦのフェノタイプを M1 から M2 優位に誘導する
ことが示唆された。更に TSG-6 は HMDM における IL-6 と TNF-αの分泌を抑制した 
(図 7; P = NS、P < 0.05)。 
	   
	 	  
	 	 	 	 	 	  
 
 
 
 
図 6. HMDM の炎症性フェのタイプに対する TSG-6 の作用  
	 ヒト単球を TSG-6 (200 ng/mL) 存在下/非存在下で規定時間培養し、回収した単球または
MΦにおいて、CD68 (分化マーカー)、MARCO (M1 マーカー)、MRC1 (M2 マーカー)、
ERK1/2、NF-κB、PPAR-γ、β-actin のタンパク質発現を Western Blotting にて解析した。β-actin
はローディングコントロールとした。 
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図 7. HMDM の炎症性サイトカイン産生に対する TSG-6 の作用  
	 10%ヒト血清含有RPMI-1640培地でHMDMを分化させた後、無血清RPMI-1640
培地において TSG-6 (300 ng/mL) 存在下/非存在下で 26 時間培養した。 
培養上清中の IL-6 および TNF-αの濃度を、ELISA を用い測定した。 
n = 3、†P < 0.05 vs. 0 ng/mL of TSG-6 
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5. HMDM の泡沫化に対する TSG-6 の作用		
	 TSG-6 は、酸化 LDL による HMDM の泡沫化を有意に抑制し (P < 0.05、図 8A)、そ
の分子メカニズムとして、TSG-6 による CD36 と ACAT1 のタンパク質発現の有意な
抑制 (P < 0.05、図 8B、C)、並びに TSG-6 による ABCA1 発現の増加傾向が認められ
た (P = NS、図 8D)。 
	   
 
 
 
 
 
 
 
 
	
図 8. HMDM の泡沫化と泡沫化関連タンパク質の発現に対する TSG-6 の作用   
A. ヒト単球を 10％ヒト血清および規定濃度の TSG-6 を含有した RPMI-1640 培地で 7 日間
培養し、マクロファージに分化させ、同濃度の TSG-6、50 µg/mL の酸化 LDL、100 µmol/L
の[3H]オレイン酸を添加して 19 時間培養した。泡沫化の程度は、コレステロール-[3H]オレ
イン酸の細胞内放射活性を測定して評価した。 
B–D. 酸化 LDL を添加する前段階で細胞を回収し、CD36、ACAT1、ABCA1、β-actin のタ
ンパク質発現を Western Blotting にて解析した。β-actin はローディングコントロールとして
用いた。n = 4–7、*P < 0.05 vs. 0 ng/mL of TSG-6 
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6. HASMC の増殖と遊走に対する TSG-6 の作用	
	 TSG-6 は HASMC の増殖を濃度依存的に有意に抑制した。最大の作用は、TSG-6 を 
300 ng/mL を添加した際に 31%の抑制が認められた (P < 0.0001、図 9)。 
顕微鏡写真は、TSG-6 添加にて細胞増殖数が少ないことを示しているが、細胞や核の
形態異常が観察されないため、細胞数の減少が TSG-6 によるアポトーシスや細胞障害
に起因しないことを示唆している。 
	 また、細胞遊走については、HASMC を 500 nmol/L の AngII で処理することで有意
に促進した (P < 0.0001、図 10)。しかし、300 ng/mL の TSG-6 とインキュベートする
ことで AngII 誘導性の細胞遊走は有意に抑制された (P < 0.0001、図 10)。 
 
 
	 	 	  
	  
 
 
図 9. HASMC の増殖に対する TSG-6 の作用  
	 HASMC を各濃度の TSG-6 で刺激し、48 時間後の細胞増殖について WST-8 法で測定した。
HASMC を Giemsa 染色した。n = 5、*P = 0.035、†P = 0.029、‡P< 0.0001 vs. 0 ng/mL of TSG-6  
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図 10. HASMC の遊走に対する TSG-6 の作用  
	 HASMC を無血清培地において、AngII (500 nmol/L) 存在下/非存在下、AngII および TSG-6 
(300 ng/mL) 存在下で 15 時間培養し、BIOREVO BZ-9000 にて 10 分毎に撮影した。1 ウェル
当たり任意に抽出した 10 個の細胞の最後の 5 時間分の移動距離を計測した。  
n = 30、†P < 0.0001 
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7. HASMC におけるシグナル伝達に対する TSG-6 の作用	
	 HASMC のシグナル伝達分子のタンパク質発現・リン酸化について検討したところ、
TSG-6 は c-Src、NF-κB の発現および JNK のリン酸化を有意に抑制した。TSG-6 によ
る PI3K および Raf-1 の発現、ERK1/2 のリン酸化については有意な変化は認められな
かった (図 11)。 
	 	 	  
 
  
 
 
 
 
 
 
図 11. HASMC のシグナル伝達に対する TSG-6 の作用   
	 HASMCをTSG-6 (300 ng/mL) 存在化/非存在化で48時間培養し、PI3K、c-Src、Raf-1、
NF-κB、α-tubulinのタンパク質発現およびERK1/2とJNKのリン酸化をWestern Blotting
にて解析した。α-tubulin はローディングコントロールとして用いた。 
n = 3–4、#P < 0.05 vs. 0 ng/ml of TSG-6 
 23 
8. HASMC における ECM 発現と MMP 活性に対する TSG-6 の作用	
	 TSG-6 は Collagen-1、Collagen-3、TIMP-2、MMP-2 のタンパク質発現を有意に増加
させた (P < 0.05)。MMP-9 のタンパク質発現については増加の傾向にあった。
Fibronectin と Elastin については有意な変化は認められなかった (図 12A)。更に、
MMP-2 と MMP-9 の活性を検討したところ、いずれにおいても TSG-6 により活性が
有意に上昇していた (P < 0.05、P < 0.0001; 図 12B)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	
図 12. HASMC における ECM 発現と MMP 活性に対する TSG-6 の作用  
A. HASMC を規定濃度の TSG-6で 24 時間刺激し、Collagen-1、Collagen-3、TIMP-2、MMP-2、
MMP-9、Fibronectin、Elastin、α-tubulin のタンパク質発現を Western Blotting にて解析し
た。α-tubulin はローディングコントロールとして用いた。n = 4–7、*P < 0.05 vs. 0 ng/mL of 
TSG-6 
B. HASMC を規定濃度の TSG-6 で 24 時間刺激し、培養上清を回収した。培養上清中の
MMP-2 および MMP-9 活性をゼラチンザイモグラフィーによって測定した。 
M = MMP marker, S = sample.  n = 5–6、*P < 0.05、†P < 0.0001 vs. 0 ng/mL of TSG-6 
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9. ApoE欠損マウスの動脈硬化病変および傷害後内膜肥厚病変におけるTSG-6の発現	
	 ApoE 欠損マウスにおいて、大動脈弁輪部の動脈硬化病変およびワイヤー傷害した
左大腿動脈の内膜肥厚病変における TSG-6 の発現を解析した。TSG-6 の発現は、動脈
硬化病変内の MΦの集簇および Pentraxin-3 高発現の部位と一致していた (図 13; B、
D、E)。また、左大腿動脈においては、傷害により誘発された新生内膜肥厚部の平滑
筋細胞の増殖部位に TSG-6 の発現が認められた (図 13; H-J)。	
 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
図 13. ApoE 欠損マウスの動脈硬化病変および傷害後内膜肥厚病変における TSG-6 の発現  
	 ApoE 欠損マウスの大動脈弁輪部の動脈硬化病変 (A–G) およびワイヤー傷害後の左大腿動脈
の新生内膜肥厚病変 (H-J) における TSG-6 の発現部位を解析した。切片は、Oil red O (A)、抗
TSG-6 抗体 (B, J)、抗 Podocalyxin 抗体 (C)、抗 Pentraxin-3 抗体 (D)、抗 MOMA-2 抗体 (E)、抗
α-SMA 抗体 (F, I)、Masson Trichrome (G)、Elastica-Van Gieson (H)で染色した。核染色には
Hematoxylin を用いた。(C) の Podocalyxin は血管内皮マーカーとして用い、(G) の Masson 
Trichrome はコラーゲン線維を青染して判別するために用いた。 
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10. ApoE 欠損マウスにおける動脈硬化病変の進展に対する TSG-6 の作用	
	 生食投与群 (コントロール群) の ApoE 欠損マウスにおいて 17 週齢に比べ 21 週齢
では、胸腹部大動脈および大動脈弁輪部の動脈硬化病変はそれぞれ約 2 倍に増加して
いた (P < 0.0001、P < 0.01; 図 14A、B、D、E、S、T)。 
	 21 週齢において、生食投与群と比較して、TSG-6 投与群では血漿 TSG-6 濃度は 1.6
倍に有意に増加していた (P < 0.05、表 2)。更に TSG-6 投与群においては、大動脈硬
化病変が 30%減少していた (P < 0.05、図 14B、C、S)。大動脈弁輪部においては僅か
な減少のみ確認された (P = NS、図 14E、F、T)。TSG-6 投与は動脈硬化病変内への単
球・MΦの浸潤を有意に抑制し (P < 0.001、図 14H、I、U)、血管炎症 (図 14K、L、
V) と血管平滑筋細胞増殖 (図 14N、O、W) を抑制する傾向にあった。また、Collagen
線維量を増加させる傾向にあった (図 14Q、R、X)。 
	 浸出性腹腔MΦにおいては、TSG-6投与群マウスでは生食投与群マウスと比較して、
細胞数が有意に減少していた (表 2)。更に、M1 マーカーの MARCO、COX-2、NF-κB、
MCP-1 のタンパク質発現と ERK1/2 のリン酸化を有意に抑制していた (P < 0.05、P < 
0.0001、図 15)。Pentraxin-3 のタンパク質発現と、JNK のリン酸化は抑制傾向にあっ
た (図 15)。M2 マーカーの Arginase-1 の発現においては有意な作用は認められなかっ
た (図 15)。 
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図 14. ApoE 欠損マウスにおける動脈硬化病変の進展に対する TSG-6 の作用  
	 ApoE 欠損マウス 28 匹のうち、6 匹を 17 週齢コントロール群として解剖した。残りの
22 匹を 13 匹と 9 匹の 2 群に分け、それぞれ生食と TSG-6 (75 ng/kg/分) を浸透圧ミニポン
プにて 4 週間持続投与した。摘出した胸腹部大動脈は Oil red O 染色し (A–C)、大動脈弁輪
部においては Oil red O (D–F)、MOMA-2 (G–I)、Pentraxin-3 (J–L)、α-SMA (M–O)、Masson 
Trichrome (P–R) で染色した。核染色には Hematoxylin を用いた。3 群間において各々、動
脈硬化病変面積、プラークサイズ、病変内の単球・MΦ、血管炎症、血管平滑筋細胞、Collagen
線維量を比較した (S–X)。*P < 0.0001、‡P < 0.01 vs. 17W Control、†P < 0.05、#P < 0.001 vs. 21W 
Control 
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図 15. ApoE 欠損マウスから採取した浸出性腹腔 MΦにおける炎症性フェノタイプ
と炎症マーカーに対する TSG-6 の作用  
	 ApoE 欠損マウスから採取した腹腔 MΦを 3.5 cm 径ディッシュに播種し、37℃、5% CO2
条件下で 1 時間培養した。MΦ接着を確認後、PBS で 2 回洗浄してから細胞を回収し、
Western Blotting に用いた。MARCO (M1 マーカー)、Arginase-1 (M2 マーカー)、MCP-1、
Pentratin-3、COX-2、NF-κB、β-actin のタンパク質発現および JNK と ERK1/2 のリン酸化を
解析した。β-actin はローディングコントロールとして用いた。 
n = 3–5、*P < 0.05、†P < 0.0001 vs. Control 
 28 
	 21 週齢の生食投与群 (コントロール群) と TSG-6 投与群との間では、体重、収縮期・
拡張期血圧、血糖値、血中 Pentraxin-3 濃度に有意差は認められなかった (表 2)。しか
し、TSG-6 投与群では、血中の総コレステロール値が有意に減少しており (P < 0.05)、
HDL コレステロール値は増加傾向にあった (表 2)。 
 
 
 
表 2. ApoE 欠損マウスの体重、血圧、ラボデータ  
 
 17W Cont 
(n = 6) 
21W Cont 
(n = 13) 
TSG-6 
(n = 9) 
体重 (g) 26.7 ± 0.7 30.5 ± 0.4* 31.0 ± 0.7* 
収縮期血圧 (mm Hg) 106.2 ± 5.6 94.0 ± 2.3 106.6 ± 3.7 
拡張期血圧 (mm Hg) 84.2 ± 6.1 74.9 ± 2.6 76.8 ± 5.4 
TSG-6 (ng/mL)  0.97 ± 0.16 1.00 ± 0.10 1.59 ± 0.26† 
血糖 (mg/dL) 173.3 ± 13.1 206.3 ± 25.0 186.8 ± 10.0 
総コレステロール (mg/dL) 1639.5 ± 68.5 1766.3 ± 64.8 1572.2 ± 52.8† 
HDL コレステロール (mg/dL) 6.68 ± 1.50 6.55 ± 1.05 8.48 ± 1.31 
Pentraxin-3 (ng/mL) 111.8 ± 26.9 108.6 ± 6.7 116.8 ± 9.8 
浸出性腹腔 MΦ (× 107 個) NE 0.56 ± 0.03 0.23 ± 0.06‡ 
 
NE = not examined. Values are mean ± SEM 
*P < 0.005 vs. 17W Cont, †P < 0.05, ‡P < 0.005 vs. 21W Cont 
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11. TSG-6 中和抗体投与によるマウス動脈硬化病変の増大	
	 TSG-6 中和抗体を ApoE 欠損マウスに投与したところ、生食投与群と比較して胸腹
部大動脈の動脈硬化病変が有意に増加していた (図 16 A)。また、大動脈弁輪部にお
けるプラーク病変の占有面積 (Plaque Burden) が増加傾向にあった (図 16 B)。 
 
 
 
 
	 	
図 16. TSG-6 中和抗体投与によるマウス動脈硬化病変の増大  
	 ApoE欠損マウス8匹を5匹と3匹の2群に分け、それぞれ生食とTSG-6中和抗体 (50 µg/匹) を
浸透圧ミニポンプにて4週間持続投与した。摘出した胸腹部大動脈と大動脈弁輪部をOil red O
で染色した。核染色にはHematoxylinを用いた。Plaque Burden は弁輪部の断面全体におけるプ
ラーク病変の占有面積をパーセントで示している。 
Bar = 500 µm. *P < 0.01 vs. 21W Cont 
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12. ヒト冠動脈硬化病変における TSG-6 の発現	
	 Non-CAD 患者 4 例と CAD 患者 13 例の冠動脈において、TSG-6 の発現レベルを解
析した。TSG-6 は Non-CAD 患者の正常冠動脈、CAD 患者の狭窄のない冠動脈には殆
ど発現していなかった (図 17A–D)。しかし、CAD 患者の狭窄がある冠動脈の動脈硬
化病変内の Fibrous Cap に強発現していた (図 17E、F)。これは、Masson Trichrome 染
色で青く染まった Collagen 線維の部位と一致していた (図 17H)。 
 
 
 
 
図 17. ヒト冠動脈硬化病変における TSG-6 の発現  
	 拡張型心筋症患者の正常冠動脈 (男性、34 歳; A、B)、陳急性心筋梗塞患者の非狭窄部位 (男
性、78 歳; C、D)、および狭窄部位 (男性、62 歳; E–I) を、それぞれ抗 TSG-6 抗体 (A–F)、
抗 SMA 抗体 (G)、Masson Trichrome (H)、抗 CD68 抗体 (I) で染色した。 
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13. Non-CAD 患者および CAD 患者における血漿 TSG-6 濃度	
	 Non-CAD 47 例と CAD 135 例において血漿 TSG-6 濃度を比較した。表 3 に示すよう
に、Non-CAD 群に比べ CAD 群においては年齢、喫煙歴、糖尿病、高血圧、糖尿病治
療薬の服用の割合、高感度 CRP 値が有意に高く (P < 0.05)、HDL コレステロール値が
有意に低かった (P < 0.0001)。高血圧治療薬 (AngII 受容体拮抗剤、ACE 阻害剤、カル
シウム拮抗剤、βブロッカー剤)、脂質異常症治療薬 (スタチン、フィブラート、EPA
製剤) の服用状況やヘモグロビン A1c と LDL コレステロール値については両群間に
は有意差は認められなかった (表 3)。 
	 図 18A に示すように、血漿 TSG-6 濃度は、Non-CAD 群に比べ CAD 群では有意に
高値であった (P < 0.005)。但し、喫煙者と非喫煙者の間での血漿 TSG-6 濃度は、
Non-CAD 群 (6.72 ± 1.24 vs. 7.89 ± 1.21) および CAD 群 (13.00 ± 0.93 vs. 10.90 ± 1.24) 
において有意な差は認められなかった。 
	 全被験者 (n = 182) において重回帰分析を行ったところ、血漿 TSG-6 濃度と年齢、
性別、喫煙、糖尿病、高血圧の罹患との間に有意な相関は認められなかった (P > 0.05)。
また、ピアソンの回帰分析を行ったところ、血漿 TSG-6 濃度と年齢および高感度 CRP
との間に有意な相関は認められなかった (r = 0.142; P = 0.056; n = 182、r = 0.033; P = 
0.682; n = 161)。 
	 更に、Receiver operating characteristics (ROC) 曲線に基づいて、より高い真陽性率 
(感度) と低い偽陽性率 (1 – 特異度) を示す血漿 TSG-6 のカットオフ値を求めたとこ
ろ、9.5 ng/mL となった。Area under curve (AUC) の面積は 0.68 であった (図 18B)。 
このカットオフ値を用いて CAD を検出する感度および特異度は、各々52％、30％で
あった。以上のことから、血漿 TSG-6 が CAD を予測する独立したバイオマーカーの
候補になり得ることが判明した。 
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表 3. 患者背景  
 
 Non-CAD 群 
(n = 47) 
CAD 群 
(n = 135) 
男性 (%) 68.1 75.6 
年齢 (歳) 47.3 ± 2.5 70.8 ± 1.1* 
喫煙 (%) 14.9 69.6* 
糖尿病 (%) 8.5 31.1† 
高血圧 (%)  53.2 72.6‡ 
脂質異常症 (%) 17.4 25.4 
糖尿病治療薬使用 (%) 2.1 17.2† 
AngII 受容体拮抗薬使用 (%) 36.2 33.6 
ACE 阻害薬使用 (%) 0.0 4.5 
カルシウム拮抗薬使用 (%) 23.9 32.1 
βブロッカー使用 (%) 6.4 9.0 
スタチン使用 (%) 14.9 19.4 
フィブラート使用 (%) 2.1 1.5 
EPA 使用 (%) 4.3 4.5 
ヘモグロビン A1c (%) 5.30 ± 0.15 5.85 ± 0.12 
LDL コレステロール (mg/dL) 122.6 ± 5.06 (n = 34) 115.6 ± 3.09 
HDL コレステロール (mg/dL) 57.7 ± 1.97 (n = 34) 44.5 ± 0.95* 
高感度 CRP (mg/dL) 0.28 ± 0.19 (n = 28) 1.50 ± 0.29‡ (n = 133) 
 
ACE = angiotensin-converting enzyme, EPA = eicosapentaenoic acid, CRP = C-reactive 
protein  
Values are mean ± SEM. *P < 0.0001, †P < 0.01, ‡P < 0.05 vs. Non-CAD group 
但し、LDL コレステロール、HDL コレステロール、高感度 CRP には若干数のサンプ
ル欠損が認められた為、数値の右に示す(	 )内の n 数での比較となった。 
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図 18. Non-CAD および CAD 患者の血漿 TSG-6 濃度   
A. Non-CAD 患者 47 例と CAD 患者 135 例の血漿 TSG-6 濃度を ELISA で測定した。 
*P < 0.005 vs. Non-CAD 
B. 血漿 TSG-6 濃度と CAD の有無について、ROC 曲線を描いて解析した。カットオフ
値が 9.5 ng/mL の際の感度 (Sensitivity) と 1 - 特異度 (Specificity) は各々52%、30%であ
った。 
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14. 主要有害心血管イベント発症の有無と血漿 TSG-6 濃度	
	 CAD 患者における主要有害心血管イベント (MACE) 発症の有無を 4 年間追跡調査
したところ、CAD 患者 135 例中 32 例に心血管死、心不全、急性心筋梗塞、梗塞後狭
心症、脳卒中等の MACE が認められた。MACE を有さない患者と比較して、MACE
を有する患者では血漿 TSG-6 濃度が高い傾向にあった (図 19A)。更に、MACE が認
められた CAD 患者において、血漿 TSG-6 濃度が低値 (< 19 ng/mL) の群に比べ高値 
(≧ 19 ng/mL) の群において MACE 発症率が有意に高かった (P < 0.05)。これより、
CAD 発症時の血漿 TSG-6 濃度が高値の患者ほど、MACE を発症しやすいことが判明
した (図 19B)。 
    
 
 
 
  
図 19. CAD 患者における MACE 発症の有無と血漿 TSG-6 濃度  
A. CAD 患者 135 例において、MACE を有さない 103 例と MACE を有する 32 例間の血
漿 TSG-6 濃度を比較した。 
B. 19 ng/mLを基準として、血漿TSG-6濃度が低値の 22例と高値の 10例においてMACE
発症率の差を比較した。*P < 0.05 vs. < 19 ng/mL of TSG-6 
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考	 察	
 
	 本研究では、TSG-6 は EC における炎症反応と細胞増殖、HMDM の泡沫化、並びに
VSMC の遊走・増殖を抑制することを in vitro で、ApoE 欠損マウスの動脈硬化病変を
in vivo で抑制することを世界で初めて実証した。動脈硬化病変内の MΦと VSMC の
コンテンツを減少させることも明らかにした。しかしながら、大動脈弁輪部における
病変サイズについては完全には抑制しきれなかった。これは、TSG-6 による Collagen
線維の増加に起因したリモデリングが生じたからと考えられる。CAD 患者の冠動脈
硬化病変において、TSG-6 は Collagen 線維が豊富な Fibrous Cap に多く発現していた。
このことから、TSG-6 が動脈硬化性プラークを安定化し、破綻を防いでいると考えら
れる。 
	 血漿 TSG-6 濃度は、急性冠症候群患者において上昇していたが、これは発症以前か
らの慢性的な血管炎症が刺激となり血管壁細胞において TSG-6 が産生されることで
動脈硬化の進展を防ぐために TSG-6 が上昇していたと考えられる。しかし、血漿
TSG-6 濃度が高値の患者では、MACE を後に発症する割合が増加していた。心疾患の
重篤な患者ではTSG-6の受容体のdown regulationが起こっている可能性も考えられる。
TSG-6 の受容体の解明と、その発現の変化を検討することも今後の課題である。動脈
硬化病変の不安定化・破綻と、病変内および血漿における TSG-6 濃度の変化との関係
を明らかにするためには、今後も更なる分析が必要である。 
	 TSG-6 の発現は、MΦ、VSMC、線維芽細胞などにおいて、LPS、FGF、TGF-βの刺
激により亢進する [6]。また、全身性エリテマトーデスや細菌性敗血症の発症によっ
ても血中 TSG-6 濃度が上昇することが報告されている [34]。これまでの研究では、
TSG-6 は抗炎症作用や ECM リモデリング促進作用により、マウス眼病変の安定化に
寄与していることや [35, 36]、マウス気管平滑筋細胞におけるヒアルロン酸合成に関
わることが報告されている [37]。また、ヒト線維芽細胞においては MMP-1 と MMP-3
の転写や MMP-1 の活性化に対して抗炎症的に働くことが報告されている [38]。本研
究では HASMC において Collagens と MMPs の発現増加が確認されたが、これは炎症
に伴う血管組織の修復・再生に関与すると考えられる [39]。 
	 TSG-6 の抗炎症作用は、各種動物モデルでも報告があり、マウスに TSG-6 を投与す
ると関節炎が減弱し、炎症反応が抑制されることが知られている [7, 40]。本実験で、
ApoE 欠損マウスに TSG-6 を継続投与すると、血管組織と浸出性 MΦにおいて、炎症
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マーカーである Pentraxin-3 の発現が減少していた。しかし Pentraxin-3 の血中濃度に
は変化は見られなかった。これは、Pentraxin-3 が血管壁細胞以外の好中球からも産生
されるためと考えられる。また、遺伝子改変マウスにおいて、TSG-6 をノックアウト
すると炎症反応が増悪し、過剰発現させると炎症反応が減弱するとの報告がある [41, 
42]。本研究においにても、ApoE 欠損マウスに TSG-6 中和抗体を 4 週間持続投与し、
内因性 TSG-6 を減弱させたところ、動脈硬化病変が増悪した。これによりマウスの内
因性 TSG-6 は動脈硬化病変の進展に対して抑制的に働いていることが示された。 
	 本研究における TSG-6 の VSMC 増殖に対する作用については、先行研究と矛盾す
る点が１つある。Ye らは TSG-6 を過剰発現させたウサギ大動脈平滑筋細胞とマウス
肺動脈平滑筋細胞において、無血清培養にて細胞増殖が促進したと報告した [17]。	 	
これに対して本研究では、WST-8 アッセイにて、HASMC の増殖を濃度依存的に有意
に抑制した。この相違が生じた理由としては、動物種による違い、TSG-6 を細胞に加
える方法の違い、血清の有無などが考えられる。本研究ではより生理的条件下におけ
るヒト細胞の増殖を検証するため、前述の条件で実験を行った。尚、動脈硬化の病態
により近いと考えられる血小板由来増殖因子 BB (PDGF-BB) で刺激した HASMC に
おいては、TSG-6 は有意な抑制作用は認められなかった。 
	 TSG-6 は c-Src、JNK、NF-κB のシグナル抑制により HASMC の細胞増殖と遊走を
抑制すると考えられる。一方 Bcl-2 のタンパク質発現の増加と、p38 のタンパク質発
現の抑制が認められたことから、アポトーシスを誘導しているとは考えにくい。マウ
ス腹腔 MΦにおいては、TSG-6 は ERK1/2 のリン酸化と NF-κB の発現を抑制すると共
に、M1 フェノタイプマーカー、MCP-1、COX-2 の発現も抑制していた。ERK1/2 の
発現抑制は、MΦの M1 から M2 フェノタイプへの分化に関わると考えられる [43]。 
	 本項では、in vitroと in vivo実験におけるTSG-6濃度の整合性についても考察する。
第 1に、ヒトの血漿TSG-6濃度 (約 5 ng/mL) と比較して、HMDM、HECおよびHASMC
に対し有意に作用する TSG-6 の濃度は、10–60 倍とかなり高くなっていた。これほど
多量の TSG-6 は、主に血管壁細胞 (EC、VSMC、MΦ) においてオートクライン・パ
ラクラインによって生成されると考えられる。動物実験および臨床研究では、セロト
ニンや AngII などの血管作動性物質の局所レベルが、閉塞性冠動脈および心臓間質液
において 10–100 倍に増加したことが示されている [44, 45]。このことから、今回の
TSG-6 濃度も病変局所においてはあり得る範囲と考える。第 2 に、in vitro 実験におい
て使用した健常者の血漿において TSG-6 濃度を測定したところ 7.4 ng/mL であった。
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従って、ヒト単球・MΦの培地に添加された血清 10％中の TSG-6 濃度は 0.74 ng/mL
であるため、細胞に添加した TSG-6 濃度と比較して無視できる程少なかった。第 3
に、TSG-6 の至適濃度は、HMDM における泡沫細胞形成および関連タンパク質発現
の誘導において異なっていた。これは、主に酸化 LDL の存在下/非存在下の違いおよ
びそれらの現象に関連するシグナル伝達分子の違いに依存していると考えられる。最
後に、TSG-6 を投与した ApoE 欠損マウスの血漿 TSG-6 濃度は、生理食塩水を投与し
た ApoE 欠損マウスの血漿 TSG-6 濃度よりも有意に高値であったが、予想した程は高
くなかった (約 1.6 倍)。本ペプチドは循環血液中或いは病変組織で幾らか代謝された
可能性があると考えられる。 
	 本研究では、in vitro における TSG-6 の血管壁細胞における直接的な抗動脈硬化作
用の他に、予想外の Pleiotropic Effect が in vivo の実験で観察された。TSG-6 を継続投
与した ApoE 欠損マウスでは、血中の総コレステロール値が有意に減少しており、HDL
コレステロール値が増加傾向にあった。これらに関しては更なる検討が必要だが、恐
らく TSG-6 はコレステロールの腸管での吸収、肝臓での合成、および VLDL を減少
させた可能性があると推測されている。加えて、肝臓の LDL 受容体発現を増加させ、
総コレステロールを低下させた可能性があると考えられる。 
	 以上の結果をまとめると、TSG-6 はアテローム性動脈硬化症の予防あるいは治療に
有用であると考えられる。 
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結	 論	
 
	 TSG-6 は、血中総コレステロールの減少と、EC と HMDM の炎症反応の抑制並びに 
HMDM の泡沫化を抑制し、HASMC の遊走・増殖も抑制することで動脈硬化病変の
進展を抑制することが本研究で明らかになった。加えて、TSG-6 は Collagen 産生を促
進することで、動脈硬化病変の破綻の予防に寄与すると考えられる。 
	 従って、TSG-6 はアナログ製剤として動脈硬化症および CAD に対する新しい治療
法になり得ると予想され、また CAD を診断するバイオマーカーにもなり得ると考え
られる。本研究により得られた新知見は、TSG-6 を CAD の診断および治療に役立て
るために有用であると考える。  
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